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O  Cupuacuzeiro  (Theobrorna  grandiflorurn  (Willd 
Spreng) (Schum)) é  uma  espécie  de  grande  importância  no 
contexto socioeconômico do Estado do Pará. Colecões desta 
espécie são mantidas em banco de germoplasma da Embrapa 
Amazônia  Oriental,  com a  finalidade de  conservar  a  diversi- 
dade  genética e  disponibilizar  genótipos  para programas de 
melhoramento genético. 
Uma das maneiras de se caracterizar  colecões de 
germoplasma  é  através  da  eletroforese  de  isoenzimas.  Esta 
técnica  consiste  na  migracão  de  moléculas  ionizadas,  de 
acordo  com suas  cargas  elétricas  e  pesos  moleculares  em 
campo elétrico (Alfenas et al. 1991  ). 
A  etapa de extracão das enzimas,  utilizando solu- 
cões denominadas de extratoras, é uma das mais importantes 
da técnica de eletroforese,  visto que o  uso de métodos ina- 
dequados compromete os passos subseqüentes. 
Um dos maiores problemas encontrados  na extra- 
cão de proteínas e enzimas de plantas é  a presença de com- 
postos fenólicos,  liberados  durante  a  trituracáo  do  tecido. 
'Eng..  Agr..  M.Sc..  Pesquisador  da  Embrapa  Amazônia  Oriental.  Caixa  Postal 48. 
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CEP 66077.530.  Belém. PA. Métodos de  extração  devem  ser  desenvolvidos  de  modo  a 
separar  especificamente  fenóis  das  proteínas  e,  ao  mesmo 
tempo,  prevenir a oxidação dos compostos fen6licos (Alfenas 
et al.  1991). 
A composição da solução extratora e o tipo de te- 
cido  a  ser  utilizado  devem  ser  previamente  determinados, 
para que se obtenha o máximo de atividade enzimática no ex- 
trato. 
O objetivo deste trabalho foi comparar o efeito de 
duas soluções extratoras na  resolução de cinco sistemas en- 
zimáticos,  visando otimizar o protocolo de extração de isoen- 
zimas de cupuacuzeiro. 
METODOLOGIA 
Foram utilizadas amostras de folhas jovens  de 20 
clones de cupuaçuzeiro, coletadas no banco de germoplasma 
da  Embrapa Amazônia Oriental,  as  quais foram acondiciona- 
das em sacos de plástico e colocadas em isopor com gelo. O 
extrato foi obtido triturando-se manualmente 50 mg de tecido 
foliar,  em almofariz e pistilo previamente  resfriados.  Utilizou- 
se  1 ml de solucão tampão de extracão,  70 mg de PVPP (po- 
livinilpolipirrolidona) e nitrogênio  líquido, suficiente para con- 
gelar o tecido foliar.  Em seguida as amostras trituradas foram 
transferidas para tubos de Eppendorf (1,5  ml) e submetidas B 
centrifugação por 40 minutos,  em rotação de  15.000 rpm, a 
4"C,  para separar o extrato enzimático do precipitado vegetal. 
Após esta etapa, as amostras foram aplicadas em g6is de po- 
liacrilamida (vertical) e submetidas  à  eletroforese,  sob condi- 
ções de 16  mA e 250 V,  a temperatura de 4%  durante 4 a 6 
horas.  As  isoenzimas  foram  reveladas  através  de  corantes 
histoquímicos específicos,  sendo  utilizados os  seguintes sis- 
temas:  Diaforase,  Aspartato  Amino  Transferase,  Menadiona 
Redutase,  Fosfatase Ácida e Fosfoglucose Isomerase. Os sis- 
temas tampão  gel-eletrodo  e de  coloracão foram os citados 
por  Tsumura  et  al.  (1990). As  composições  das  soluções 
extratoras utilizadas encontram-se nas Tabelas 1 e 2. TABELA 1. Composição da solução extratora zero (0) 
Componentes  Quantidade 
Solução  1 
Trizma preset pH 7,5 
EDTA 
H20 
Glicerol 
H20 (q.s.p.1 
Tween 80 
H20 (q.s.p.) 
DTT 
NAD 
NADP 
Solução 3 
Solução 4 
Solução 5 
p-mercaptoetanoi 
BSA 
Fonte: Tsumura et ai.  (1  990). 
7.54  g 
560 mg 
100 ml 
126 g 
250 ml 
7.88  g 
250 ml 
9.26  mglml 
6 mglml 
6.6  mglml 
0.07 ml 
12 mg 
'As  soluçdes, o b-mercaptoetanol e o BSA  foram misturados na  proporçáo: 
14:6:6:2:2:  O,? 4:24 para 20 amostras. 
TABELA 2. Composiçáo da solução extratora um (1  ). 
Componentes (concentração final)  Quantidade 
Fosfato de sódio monobásico dihidratado  0,6  g 
Sacarose (0.2  M)  7 Q 
PVP-40 (2,56%)  2.56 g 
DTT (3mM)  50 mg 
L-Ácido ascórbico (5,7 mM)  100 mg 
DIECA (trihidratado)  109, 514 mg 
Bisulfito de sódio (2.6 mM)  130, 674 mg 
Borato de sódio (2,5 mM)  50 mg 
p-mercaptoetanol (0,2%1  0,2  ml 
H20 (q.s.p.)  100 ml 
Modificado de Alfenas et  a1 1991 Para  a  enzima  Aspartato  Amino  Transferase 
(AAT),  houve  bandeamento indicando  atividade  enzimática, 
em todos os indivíduos analisados,  nas duas soluções extra- 
toras utilizadas.  As bandas de Aspartato Amino Transferase, 
provenientes do tratamento com a solução zero,  foram mais 
nítidas e de melhor resolução (Fig. 1  ). 
Géis corados para  a  enzima  Menadiona Redutase 
(MNR)  apresentaram  arraste  utilizando  a  solução  extratora 
zero. Tal fato pode ser  atribuído A ocorrência de degradação 
de  proteínas durante  o processo de  extracão  (Alfenas et al. 
1991  ).  Para a solução extratora 1,  a  resolucão foi um pouco 
melhor, em rela~ão  ao arraste. As duas solucões foram efici- 
entes,  com  nítido  bandeamento  na  maioria  dos  indivíduos 
analisados (Fig. 2). 
Para a enzima Diaforase (DIA), houve bandeamen- 
to indicando atividade enzimática para a maioria dos individu- 
os analisados, com as  duas soluções extratoras.  Em relação 
ao arraste, a solução zero foi um pouco melhor (Fig. 3). 
O  bandeamento obtido com a solucão zero para a 
enzima Fosfatase Ácida  (ACP) foi de  atividade  máxima, indi- 
cando efici&ncia no componente removedor de fenóis presen- 
tes no tecido vegetal. A nitidez do bandeamento com a solu- 
ção 1,  foi menos eficiente,  havendo presença de bandas fra- 
cas no gel (Fig. 4). 
Géis  corados  para  Fosfoglucose  Isomerase (PGI) 
com a solução extratora  1,  formaram manchas que dificulta- 
ram a visualizaçáo das bandas, indicando baixa eficiência na 
extração. Com a solução extratora zero houve bandeamento, 
porém pouco nítido, com a presença de bandas fracas e bai- 
xa atividade enzimática (Fig. 5). FIG.  1. Bandeamento  isoenzimático  para  20  amostras  de 
cupuaçuzeiro  utilizando  dois  tipos  de  solução  de 
extração ísolução zero  S.0-gel superior  e solução um 
S. 1 -gel inferior), em Aspartato Amino Transferase. FIG. 2.  Bandeamento  isoenzimático  para  20  amostras  de 
cupuaçuzeiro,  utilizando  dois  ti~os  de  solucão  de 
extração (solução zero -S.O  e solução um -S.  1  i, para 
Menadiona Redutase. FIG. 3. Bandeamento  isoenzimático  para  20  amostrqs  dd 
cupuaçuzeiro  utilizando  dois  tipos  de  soluçh  de 
extrai80 (soluçáo zero 4.0  e solução um -S.l),  para 
Diaforase. FIG. 4. Bandeamento  isoenzimático  para  20  amostras  de 
cupuaçuzeiro  utilizando  dois  tipos  de  solução  de 
extração (solução zero-  S.0 e solução um- S.l), para 
Fosfatase Ácida. FIG. 5. Bandeamento  isoenzimdtíco  para  20  amostras  de 
cupuaçuzeiro,  utilizando  dois  tipos  de  solução  de 
extração (solução zero -S.O  e solução um -S.l),  para 
Fosfoglucose Isomerase. Os  resultados  obtidos  estão  sumarizados  na 
Tabela 3. 
TABELA 3. Avaliação  da  eficiência  de  duas  soluções  de 
extração em cinco sistemas enzimáticos. 
Bandeamento  Atividade  Resolução 
Soluçgo  Enzima 
extrafora  Presente  Ausente  Bandas  Bandas  Boa  Regular 
fones  fracas 
Zem  PGI  X  X 
Um  PGI  X 
Zero  ACP  X  X  X 
Um  ACP  X  X  X 
Zem  AAT  X  X  X 
Um  AAT  X  X  X 
Zem  DIA  X  X  X 
Um  DIA  X  X  X 
Zero  MNR  X  X  X 
Um  MNR  X  X  X 
POI - Fosfoglucose Isnmerase; AAT - Aspartamo Amino Traneiaase; MNR -  Mmadiona 
Rdutase;  ACP -  Fosfatase Acida: OlA - Diaforasa. 
Wilson  &  Hancock  (1978) citam  que  o  procedi- 
mento de  extração a ser  utilizado depende da  enzima a ser 
analisada e do  tecido vegetal.  Mecanismos para diminuir  a 
interferência de fenóis na extração de proteínas t€im  sido dis- 
cutidos  por  Loomis  &  Battaile  (1966).  Pierpoint  (1966), 
Anderson & Rowan (1  9671,  Anderson (1  968). Loomis (1  969, 
19741,  King (1971) e Kelley & Adams (1  977). Pode-se utili- 
zar  alguns aditivos ao tampão de extração para se obter  um 
extrato com qualidade,  incluindo agentes  complexadores de 
fenóis (borato de sódio,  polivinilpirrolidona, albumina de  soro 
bovina),  inibidores de  polifenoloxidases (dietilditiocarbamato 
de sbdio,  polivinilpirrolidona e polivinilpolipirrolidona), além de 
agentes  antioxidantes (mercaptoetanol,  bissulfito  de  sódio, 
DTT). Os  resultados obtidos  indicam que,  de  uma  ma- 
neira  geral,  a  solução  extratora  zero  foi  a  que  apresentou 
maior eficiencia na extração de enzirnas em folhas jovens  de 
cupuaçuzeiro,  preservando  sua  atividade,  proporcionando 
melhor resoluçSo de bandas na maioria dos sistemas enzimá- 
ticos testados. ALFENAS,  A.C.;  PETERS,  I.; BRUNE,  W.;  PASSADOR,  G.C. 
Eletroforese  de  proteínas  e  isoenzimas  de  fungos  e 
essências florestais. Vicosa:  UFV-Imprensa Universitária, 
1991. 242p. 
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